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RESUMO

A cultura de trigo diminui a produtividade devido ao estresse hidrico durante veranicos sulistas.
E conhecido o potencial de bactérias promotoras de crescimento vegetal ao associar-se a
plantas, estimulando o desenvolvimento e protegendo contra o estresse através da sintese de
dcido indol-acético (AIA) e reducdo da quantidade de etileno. Para testar o efeito de
Herbaspirillum seropedicae SmR1 e Azospirillum brasilense AbV5 no co-cultivo in vitro com
pléntulas de trigo (CD120 e Frontana) usando um promotor de estresse hidrico, as quantidades
de AIA, etileno e proteinas totais foram analisadas. Ambas as bactérias foram capazes de
aumentar o AIA, entretanto H. seropedicae associa-se melhor com o CD120 e A. brasilense com
Frontana. Constata-se o efeito de aumento de acido alfa-cetobutirico pela presenca de H.
seropedicae, confirmando a auséncia da aminociclopropano-1-carboxilato desaminase em
Azospirillum spp. A proteina total aumentou na presenca de bactérias e/ou PEG, podendo indicar
morte celular da planta e/ou bactéria.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento vegetal, fitormonios, estresse hidrico,
trigo.

INTRODUCAO

O trigo (T7riticum aestivum L.) cultivado a campo pode estar exposto a diferentes
condigOes de estresse que influenciarao em seu desenvolvimento, crescimento e principalmente
em sua produtividade. No sul do Brasil a cultura do trigo sequeiro é limitada por veranicos que
consistem em temporadas de estiagem durante periodos chuvosos. Uma maneira de conferir
tolerancia aos efeitos do estresse causado pelo déficit hidrico e estimular a produtividade
vegetal, é a acdo de bactérias capazes de se associar com plantas, denominadas promotoras de
crescimento vegetal (BPCV), como a bactéria Herbaspirillum seropedicae SmR1 e Azospirillum
brasilense AbV5, ambas diazotrdficas’. Foi comprovado que as BPCV beneficiam a planta de
varias formas: sintetizam alguns fitorménios, como o acido indol-3-acético (AIA), promotor de
crescimento vegetal e sdo capazes de reduzir a quantidade de etileno, conhecido fitormonio do
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estresse vegetal ou senescéncia. A bactéria H. seropedicae SmR1
apresenta um diferencial em relagdo a A. brasilense AbV5 — a existéncia no seu genoma de um
gene que codifica a ACC desaminase, enzima que atua decompondo um dos percursores do
etileno, o 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), em acido alfa-ceto-butirico (ACB) e
amonio’>. O AIA produzido por ambas as bactérias pode estimular a sintese do ACC pelo
aumento da atividade da ACC sintase® e inibir a transformacdo do ACC em etileno pela
diminuicdo da atividade da ACC oxidase®. O objetivo deste trabalho foi estudar duas variedades
de trigo da COODETEC, CD120 e uma cultivar ancestral, “Frontana”, para verificar o efeito
fisioldgico das bactérias H. seropedicae SmR1 e A. brasilense AbV5 em plantulas de trigo /in vitro
com um agente promotor de estresse hidrico no meio de cultivo, o polietilenoglicol (PEG).

MATERIAL E METODOS

Plantulas obtidas a partir de cultura de embrides maduros foram transferidas apds 28 dias de
cultivo em meio MS sdlido para 10 mL de 1/10 meio MS liquido em tubos de ensaio com ou sem
PEG 6000 (-0,3 MPa). Apds 24 horas, os tubos foram inoculados com 107 células/mL de H.
seropedicae oufe 10° células/mL de A. brasilense, mantendo-se durante 5 dias em co-cultivo.
Como controle, as plantulas ndo inoculadas seguiram as mesmas condicdes. De forma que os
tratamentos foram: C - plantulas em 1/10 meio MS liquido, P - plantulas em 1/10 meio MS
liguido com PEG, P/Hs - plantulas em 1/10 meio MS liquido com PEG e inoculadas com H.
seropedicae, P/Az - plantulas em 1/10 meio MS liquido com PEG e inoculadas com A. brasiliense,
P/Hs/Az - plantulas em 1/10 meio MS liquido com PEG e inoculadas com H. seropedicae e A.
brasiliense, Hs - plantulas em 1/10 meio MS liquido e inoculadas com H. seropedicae, Az -
plantulas em 1/10 meio MS liquido e inoculadas com A. brasiliense, Hs/Az - plantulas em 1/10
meio MS liquido e inoculadas com H. seropedicae e A. brasiliense. No final do periodo
experimental 6 amostras de meio de co-cultivo de cada tratamento foram tomadas para a
quantificacdo de AIA pelo método PC*, ACB pelo procedimento da 2,4-dinitrofenilhidrazina’, e
por fim a dosagem de proteinas totais (PTN) foi realizada segundo método de Lowry modificado
por Hartree®. Os resultados foram submetidos & andlise de variancia e comparados pelo teste de
Tukey a nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado nos controles com e sem estresse hidrico (C e P) quantidades insignificantes de
AIA produzidas pelas plantulas de cada cultivar em co-cultivo (Fig.1a e Fig.1b). Verificou-se
aumento das quantidades de AIA em sistema com bactérias na maioria dos tratamentos para as
duas cultivares, mas em niveis diferentes. Na cv. CD120 em tratamentos desprovidos de
estresse e com H. seropedicae (Hs e Hs/Az) a presenca de AIA foi superior. Em relagao a
tratamentos com PEG (P/Hs, P/Az e P/Hs/Az) ambas as bactérias demonstraram desempenhos
semelhantes associadas a cv. CD120. Para o sistema com cv. Frontana as quantidades de AIA
foram menores (cerca de 10 vezes) se comparadas a cv. CD120, todavia destacaram-se 0s
tratamentos sob a condicdao de estresse promovido pelo PEG e com A. brasilense (P/Az e
P/Hs/Az). Tratamentos sem PEG e com H. seropedicae (Hs e Hs/Az) e cv. Frontana
demonstraram variagdes minimas ao tratamento controle (C).

95
BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports - ISSN 2316-5200
NUmero Especial v. 2, n. 3, p. 94-97, 2013



(}‘g}‘(\ Anais do Il Simpédsio de Bioquimica e Biotecnologia

Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

Figura 1. AIA no meio de co-cultivo de plantulas de trigo cv. CD 120 (a) e
Frontana (b)
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O resultado obtido no meio de co-cultivo nos controles (C e P) demonstrou aumento de ACB
(Fig.2a e Fig.2b) em resposta a presenca de PEG para a cv. CD120. As quantidades de ACB
aumentaram no meio de co-cultivo especialmente na presenca de PEG e H. seropedicae (P/Hs)
para ambas as cultivares, essa resposta se deve provavelmente a atividade da ACC desaminase.
Todos os tratamentos com A. brasilense sob a condigao estressante (P/Az) nao apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos controles (P), confirmando a auséncia da ACC
desaminase. Para ambas as cultivares os controles (C) e tratamentos com bactérias sem
estresse (Hs, Az e Hs/Az) ndo apresentaram expressivas alteragdes nas quantidades de ACB.

Figura 2. ACB no meio de co-cultivo de plantulas de trigo cv. CD120 (a) e Frontana (b).
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A proteina total quantificada no meio de co-cultivo (Fig.3a e Fig.3b) demonstrou aumento na
presenca de PEG comparando os controles (C e P) para ambas as cultivares, confirmando a
acao do PEG como agente estressante causador de morte celular no sistema de co-cultivo. A
proteina total na cv. CD120 foi maior em tratamentos associativos desprovidos de estresse (Hs,
Az e Hs/Az) comparado ao controle (C), indicando que a mudanca ocorre em fungao das
bactérias. Esta resposta nao foi observada na maioria dos tratamentos com bactérias e PEG
(P/Hs, P/Az e P/Hs/Az) e comparados aos controles com PEG (P) em ambas as cultivares,
indicando morte celular da planta.

Figura 3. Proteinas totais no meio de co-cultivo de plantulas de trigo cv. CD120 (a) e Frontana (b).
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CONCLUSOES

O aumento das quantidades do fitormonio AIA indica que a associacdo da BPCV H. seropedicae
SmR1 é mais efetiva com a cv. CD120, enquanto A. brasiliense AbV5 com a cv. Frontana. A cv.
CD120 sofre o efeito de estresse da presenca de PEG ao sintetizar etileno como resposta,
enquanto H. seropedicae ajuda a diminui-lo. O estresse promovido por PEG no meio de co-
cultivo causa morte celular no sistema trigo-bactéria ou exsudacdo de proteinas pelas proprias
cultivares ensaiadas. Estes dados corroboram os dados da literatura onde a interacdo benéfica
entre planta e bactéria é especifica quanto a variedade e a bactéria’.
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